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Abstract 
AIM: To investigate the inhibory effect of siR-
NA-mediated down-regulation of vascular en-
dothelial growth factor receptor 3 (VEGFR-3) on 
the growth of human colorectal carcinoma cell 
xenografts in nude mice. 

METHODS: Human colorectal carcinoma LoVo 
cells were transplanted subcutaneously into 
Balb/c nude mice to establish a xenograft tumor 
model. Fifteen model mice were randomized into 
three groups and were injected with recombinant 
plasmid carrying the siRNA (pG-siRNA/VEG-
FR-3), empty plasmid (pG-HK), and tranfection 
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■背景资料
我国结肠癌的发
病率有逐渐增加
的 趋 势 ,  结 肠 癌
淋巴途径转移是
最重要的转移方
式, Gore和New-
m a n等研究发现
VEGFR-3通过和
VEGF-C、 -D的
结合, 促进淋巴管
的生成, 起着重要
的作用, 阻断该信
号途径可以为肿
瘤生物治疗提供
重要途径. 

reagent (control), respectively. Tumor volume 
and weight were measured, and the reduced 
rate of tumor growth was calculated. VEGFR-3 
mRNA and protein expression was detected by 
qRT-PCR and Western blot. Microlyphamatic 
vessels were counted by immunohistochemistry. 

RESULTS: Tumor volume and weight were sig-
nificantly less in the pG-siRNA/VEGFR-3 group 
than in the pG-HK and control group (both P 
< 0.001). Compared to the control group, the 
reduced rate of tumor growth was 52.75%, and 
VEGFR-3 expression was down-regulated in the 
pG-siRNA/VEGFR-3 group. However, there was 
no similar inhibitory effect in the control group 
and pG-HK group. Significant differences in 
microlymphatic counts were noted between the 
pG-siRNA/VEGFR-3 group and the two control 
groups (both P < 0.05).

CONCLUSION: SiRNA-mediated down-regu-
lation of VEGFR-3 could inhibit the growth of 
human colorectal cancer cell xenografts in nude 
mice and reduce lymphangiogenesis.

Key Words: Colorectal neoplasms; Vascular endothe-
lial growth factor receptor 3; Nude mice; siRNA
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摘要
目的: 研究血管内皮生长因子受体3(vascular 
endothelial growth factor receptor 3, VEGFR-3)
小干扰RNA对结肠癌细胞移植瘤模型生长的
影响. 

方法: 构建VEGFR-3小干扰RNA表达载体. 将
结肠癌LoVo细胞注射入裸鼠皮下建造裸鼠
移植瘤模型. 将15只裸鼠结肠癌模型随机分
成3组: 实验组(pG-siRNA/VEGFR-3重组质
粒)、阴性对照组(pG-HK重组质粒)与空白对
照组. 分别瘤体内注射相应的siRNA混合物或
转染剂混合液, 每3 d注射1次, 共注射3次, 观
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■研发前沿
本研究通过应用
小干扰RNA表达
载 体 阻 断 V E G -
FR-3, 观察该表达
质粒对结肠癌体
内生长的影响, 期
望为结肠癌的临
床的治疗开辟一
条新的途径.

察肿瘤体积的变化; 6 wk后处死裸鼠, 肿瘤称
取质量, 并进行qRT-PCR和Western blot测定
VEGFR-3 mRNA和蛋白的变化, 通过免疫组
织化学进行微淋巴管计数. 

结果: 实验组移植瘤体积和质量明显小于阴
性对照组和空白对照组, 有显著的统计学意
义(P <0.001). 实验组抑制率为52.75%, 与对
照组相比, 差异有显著(P <0.001). qRT-PCR和
Western blot测定VEGFR-3 mRNA和蛋白的变
化比较, 实验组有明显降低(P <0.001). 实验组
淋巴管计数较对照组差异显著(P <0.05). 

结论: VEGFR-3 siRNA可以抑制裸鼠结肠癌
细胞移植瘤的生长, 并减少裸鼠移植瘤淋巴管
生成, 能有效抑制结肠癌细胞的生长. 

关键词: 结肠癌; 血管内皮生长因子3; 裸鼠; siRNA
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0  引言

结肠癌在我国的发病率有逐渐增加的趋势, 结
肠癌和其他恶性肿瘤一样, 晚期几乎都会发生

远处转移. 淋巴途径转移是胃肠道肿瘤最重要

的转移方式, 但淋巴转移的研究相对滞后. 血管

内皮生长因子受体3(vascular endothelial growth 
factor receptor 3, VEGFR-3)是最主要的淋巴管

生成因子, 在肿瘤的发生和发展中起着非常重

要的作用[1,2]. VEGFR-3通过和VEGF-C、-D的结

合, 激活下游的信号通路, 不仅促进淋巴管的生

成, 而且对肿瘤的侵袭、增殖和转移密切相关, 
其在肿瘤治疗上的应用已成为研究的热点[3,4]. 
本研究通过建立裸鼠的结肠癌模型, 构建针对

VEGFR-3基因的siRNA真核表达质粒pG-siRNA 
/VEGFR-3, 将其注射入裸鼠的结肠癌肿瘤中, 观
察该表达质粒对结肠癌体内生长的影响, 期望

为结肠癌的临床的治疗开辟一条新的途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌LoVo细胞株购自中国科学院

上海细胞所; 胎牛血清购自杭州四季青生物制品

有限公司; RPMI 1640培养基购自Gibco公司; 细
胞培养使用含100 mL/L胎牛血清, 青霉素100 U/
mL, 链霉素100 mg/ mL, 在37 ℃、50 mL/L CO2

细胞孵育箱内培养. 脂质体LipofectarmineTM 2000

购自lnvitrogen公司, 限制性内切酶Hind  Ⅲ、

BamH Ⅰ, T4 DNA连接酶RT-PCR试剂盒均为大

连TaKaRa生物公司产品; 琼脂糖凝胶回收试剂

盒购自上海生工公司; RNA提取试剂TRIzol、
DEPC购自美国Roche公司; 醋酸纤维膜购自瑞典

Amersham公司; 小鼠抗人VEGFR-3单克隆抗体

购自美国Abcom公司; 兔抗人β-actin抗体、HRP
标记的羊抗兔二抗及兔抗鼠二抗均购自北京中

杉生物技术公司; Balb/c雌性裸鼠购自上海斯莱

克实验动物中心. 
1.2 方法

1.2.1 siRNA的设计和siRNA表达载体的构建: 
在Genbank中找到VEGFR-3基因的cDNA序列

(NM_002020), 根据Elbashir的设计原则, 并参考

在线siRNA靶点设计软件(http: //www.ambion.
com/techlib/mis/siRNA-finder.html)确定靶序列. 
根据质粒载体质粒载体Genes i l的多克隆位点

特点, 设计了靶向VEGFR-3家族同源基因片段

451-472位点的序列: 5'-GAGAGACTTTGAG-
CAGCCATT-3'(sense) and 5'-AATGGCTGCT-
CAAAGTCTCTC-3'(antisense), 命名为pG-siR-
NA/VEGFR-3. 同时, 设计非特异性dsRNA的序

列作为对照: 5'-GACTTCATAAGGCGCATGC-
3'(sense) and 5'-GCATGCGCCTTATGAAGTC-
3'(antisense), 命名为pG-HK, 由武汉晶赛生物工

程公司合成. 
1.2.2 动物饲养: 4周龄♀ Balb/c裸小鼠15只, 4-6 
mo, 体质量为12.5-14.5 g, 饲养于中国人民解

放军兰州军区兰州总医院实验动物中心. 25 ℃
-37 ℃无菌恒温、恒湿(45%-50%)的SPF层流罩

中饲养, 所有饲料、饮用水及垫料经高压灭菌处

理, 每3 d 更换饲料、饮用水及垫料. 为减少进出

次数避免污染, 每次更换前进行体质量和肿瘤大

小的测量. 
1.2.3 结肠癌移植瘤模型的建立: 人结肠癌LoVo
细胞株在含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培
养基内加青霉素100 U/mL、链霉素100 U/mL, 
置于37 ℃、50 mL/L CO2及饱和湿度条件下培

养. 取对数生长期的LoVo细胞, 用胰酶消化后, 
离心去除上清液, PBS溶液重悬细胞, 制备获得

1.5×106个/mL的细胞悬液, 取0.2 mL接种于裸

鼠左颈部皮下. 观察移植瘤生长情况. 1 wk后待

肿瘤形成开始用游标卡尺每隔7 d测量一次肿瘤

的长径(a)及宽径(b), 肿瘤体积计算公式如下: V 
= (ab2)/2, 待肿瘤体积达40 mm3左右时, 将其随

机分为3组, 分别为实验组(pG-siRNA/VEGFR-3

■相关报道
Lui等通过VEG-
F R - 3 的 小 干 扰
RNA降低其表达, 
抑制了肿瘤细胞
的生长. He等将可
溶性VEGFR3-Ig的
融合蛋白通过载
体阻断VEGFR-3
信号途径, 从而抑
制了肿瘤的淋巴
管血管生成和淋
巴结转移.
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重组质粒)、阴性对照组(pG-HK重组质粒)与空

白对照组. 每组5只裸鼠, 各组瘤体内注射相应

的siRNA混合物或转染剂混合液进行瘤内注射

治疗. 实验组每次每只用无菌微量注射器肿瘤

体内分别多点注射含有pG-siRNA/VEGFR-3重
组质粒的转染试剂混合液(转染试剂按照Invit-
roen公司的LipofectamineTM 2000的说明书配制, 
质粒为50 μg) 200 μL; 阴性对照组注射仍为内含

有pG-HK质粒50 μg的转染剂混合液200 μL, 空
白对照组仅为转染剂混合液, 内无任何质粒. 6 d
和第9 d分别再注射1次, 共3次, 每隔7 d测量肿瘤

最大和最小直径, 计算肿瘤体积. 6 mo后处死裸

鼠, 取出肿瘤标本, 称其质量, 计算抑瘤率. 部分

放置于-80 ℃冷冻保存以进行下一步基因测定, 
部分于10%多聚甲醛溶液中固定, 常规石蜡包埋

切片. 抑瘤率(%) = (空白对照组肿瘤质量-实验

组肿瘤质量)/空白对照组肿瘤质量×100%. 
1.2.4 qRT-PCR法检测血管内皮生长因子受体

3mRNA的表达: 提取总RNA, 将收集的细胞在 
1 mL Trizol试剂中匀浆, 经离心后与异丙酮混

合, 室温孵育10 min. 于4 ℃离心15 min, 弃上清, 
沉淀块用700 mL/L乙醇冲洗后, 以50 μL DEPC
水溶解 .  经纯化后将R N A沉淀溶解于D E P C
处理的水中, 用分光光度计测量RNA浓度, 于
-80 ℃保存备用. 在50 μL的反应体系中加入

5  μg总RNA, 5×反应缓冲液10  μL, 10 mmol/L 
dNTPs 5 μL, RNasin(40 U/μL) 0.5 μL, Oligo(dT)  
0.25 μg, 反转录酶(Superscript Ⅱ, 200 U/μL) 2 μL, 
0.1 mol/L DTT 0.5 μL, 置37 ℃孵育1 h, 然后在

65 ℃加热5 min终止反应. 将cDNA保存于-20 ℃. 
采用Primer 5.0引物设计软件设计引物. VEGFR-3
特异性PCR引物为上游引物(F): 5'-GACCAGAC-
CATGCTTCAGTGAGA-3'; 下游引物(R): 5'-GTT-
GCATGGCTGTTCACAGGA-3', 扩增产物为151 
bp. 内参β-actin引物序列上游引物为: 5'-TCAT-
GAAGTGTGACGTTGCATCCGT-3'; 下游引物

为: 5'-CCTAGAAGCATTTGCGGTGCCGATG-3', 
扩增产物片段长100 bp. 分别将各样品行10倍
稀释. 浓度梯度为105/2 mL-1010/2 μL. 反应体

系如下: PremixExTaqTM(2×) 12.5 μL、引物(10 
μmol/L)1.0 μL、SYBRGreen Ⅰ稀释液2.5 μL、
dH2O 7.0 μL, 模板2 μL, 总体积25 μL. 1-6号作为

标准曲线管. 按浓度梯度加入标准品DNA 2 μL, 
7号管作为空白对照管. 其余12管按次序加入样

本cDNA 2 μL. 荧光定量PCR的扩增条件同标准

品的制备. 通过顺序检测系统观察各扩增曲线、

融解曲线, 标准曲线的线形回归系数R值, 统计

软件自动进行各样本的mRNA拷贝数的计算. 以
VEGFR-3 mRNA与β-actin mRNA拷贝数之比对

结果进行标准化. 
1.2.5 Western blot检测VEGFR-3表达: 取各组移

植瘤组织各50 mg, 加约5倍湿重的裂解缓冲液,
碾磨粉碎匀浆, 裂解细胞提取总蛋白, 于4 ℃离

心, 15 000 r/min×10 min, 取上清, 用酚试剂法测

蛋白浓度. 用凝胶加样缓冲液将各管蛋白浓度

调为2 g/L, 电泳, 4%浓缩胶, 12.5%分离胶, 120 
V、50 mA、1.5 h; 转膜, 50 V、100 mA、2 h. 用
含5%脱脂奶粉的TBS将膜封闭2 h, TBST漂洗

2次×10 min, 分别入VEGFR-3抗体(1∶500)、
β-actin抗体(1∶1 000)孵育, 4 ℃过夜, TBST洗2
次×10 min, 分别加入碱性磷酸酶标记山羊抗兔

IgG(1∶2 000)室温孵育2 h, TBST洗2次×5 min. 
将滤膜放入配好的显色液中显色15-30 min, 取
出滤膜, 蒸馏水冲洗, 晾干, 扫描, 软件分析条带

的吸光度(A )值, 以VEGFR-3 A值与β-actin A值

之比进行标准化处理. 
1.2.6 免疫组织化学并淋巴管计数: 标本用10%
多聚甲醛固定, 石蜡包埋组织连续4 μm连续切

片, 二甲苯脱蜡, VEGFR-3工作浓度为1∶200; 
DAB显色; SP法染色操作按说明书. PBS代替一

抗作为阴性对照. 结果判定: 胞质或者胞膜出现

棕黄色颗粒者为VEGFR-3阳性细胞. VEGFR-3
阳性微淋巴管结果判断及计数方法按照文献进

行[5]. 
统计学方法 所有数据均经SPSS11.0软件进

行统计分析, 计量资料采用mean±SD表示; 两组

均数的比较采用t检验; 两组以上均数的比较用

方差分析(ANVOA). 以P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 裸鼠肿瘤生长曲线 人结肠癌细胞株LoVo接
种小鼠7 d, 所有裸鼠体内均肿瘤形成, 各组开始

多点注射质粒, 肿瘤生长良好. 结果表明: 在观

察的3 mo开始, 实验组pG-siRNA/VEGFR-3与阴

性对照组pG-HK和空白对照组比较, 差异有统

计学意义(P <0.001), 后两组生长明显快于实验

组, 而阴性对照组和空白对照组之间经比较, 则
差异无统计学意义(图1). 
2.2 裸鼠肿瘤6 mo后移植瘤的质量 所有小鼠 
6 mo后处死, 取出肿瘤, 称取肿瘤质量并计算抑

瘤率. 42 d时裸鼠移植瘤平均质量为: 实验组2.03 
g±0.32 g, 阴性对照组5.21 g±0.25 g, 空白对照

■创新盘点
本试验通过RNA
干扰的方法抑制
人 结 肠 癌 V E G -
FR-3的表达 ,  减
少了移植瘤的增
长, 具有一定的创 
新性.

■应用要点
利用RNA干扰抑
制VEGFR-3的表
达, 为进一步阐明
VEGFR-3的作用
机制和预防淋巴
结转移提供了方
法和途径, 有着十
分重要的理论和
实践意义.



www.wjgnet.com

2192               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年8月18日   第20卷  第23期

组5.18 g±0.30 g. 结果表明, 实验组抑制率为

60.81%, 与对照组相比, 差异有显著(P <0.001)阴
性对照组的肿瘤抑制率分别为5.79%, 与空白对

照组, 差异不显著. 
2.3 siRNA对结肠癌LoVo裸鼠移植瘤VEGFR-3表

达的影响 实时荧光定量PCR结果表明, VEGFR-3
和β-ac t in的标准曲线的制备均在线性范围内, 
PCR扩增产物融解曲线满足要求. 阴性对照组和

空白对照组的VEGFR-3的基因表达水平(VEG-
FR-3/β-actin)无显著差异(P>0.05), 明显高于实验

组的表达水平, 与对照组相比, 实验组有41.08%
减少, 差异有统计学意义(P<0.001, 图2). Western 
blot检测发现在实验组中VEGFR-3蛋白的表达明

显低于阴性对照组和空白对照组(图3). 
2.4 VEGFR-3蛋白表达 各组裸鼠移植瘤细胞中

VEGFR-3蛋白染色主要定位于细胞质, 细胞膜

和淋巴管中, 呈棕黄色, 对照组与干扰组相比

淋巴管较丰富, 在肿瘤间质出现被染成棕黄色

的毛细淋巴管, 部分淋巴管扩张, 每组肿瘤组

织切片的LVD值计算结果, 差异有统计学意义( 
P <0.05, 图4). 

3  讨论

淋巴转移是恶性肿瘤发生转移的主要途径之一. 
血管/淋巴管新生在恶性肿瘤进展和浸润转移过

程中发挥着重要作用, 淋巴结转移是判断结肠

癌患者预后和确定治疗方案的重要依据, 晚期

患者几乎都会发生淋巴转移, 故以结肠癌血管

淋巴管生成的各个环节为靶点, 通过其对结肠

癌抗淋巴管生成的治疗, 有效地抑制结肠癌的

转移、生长和复发, 提高结肠癌患者5年生存率

具有重要意义. 
VEGFR-3(也称Flt4)是膜受体介导的酪氨

酸蛋白激酶受体家族成员, 是淋巴管特异性标

志物. 主要的生理作用是参与淋巴管的生成, 其
与配体VEGF-C结合后, 诱导内皮细胞的增殖和

迁移, 调控淋巴管的生成. 同时VEGFR-3与肿

瘤的淋巴道转移密切相关. 在对VEGFR-3的研

究中发现, 在非小细胞肺癌、大肠癌、子宫内

膜癌、卵巢癌、原发性乳腺癌、前列腺癌、胃

癌中VEGFR-3表达与患者的生存时间有相关

性, 且认为VEGFR-3的是一个独立的预后因素; 
VEGFR-3的高表达与淋巴管浸润, 淋巴结转移

及不良生存预后相关[6-11]. 
小干扰RNA技术由于其基因阻断的有效性

和特异性已成为疾病基因疗法的理想的工具. 
在肿瘤的研究中, 应用siRNA技术可以特异地下

调原癌基因、抑癌基因、凋亡相关基因等靶基
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图  1  各组移植瘤不同时期的瘤体积. bP<0.001 vs  其他组.

b
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图  2  结肠癌裸鼠移植瘤各组VEGFR-3 mRNA的表达. 
bP<0.001 vs  其他组.

图  3  胰结肠癌裸鼠移植瘤各组VEGFR-3蛋白表达.
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图  4  各组免疫组织化学计数各瘤组织中微淋巴管密度. 
aP<0.05 vs  其他组.

■名词解释
siRNA: 是一种短
片段双链RNA分
子, 能够以同源互
补序列的mRNA
为靶目标降解特
定的mRNA, 从而
下调相应基因的
表达.
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因使肿瘤细胞生长受抑制, 从而达到治疗肿瘤

的目的. 由于其高稳定性、高效性、高特异性

和高穿透性地发挥其RNA抑制肿瘤基因表达, 
siRNA可为肿瘤的靶向治疗开辟一条新的途径. 
本研究将VEGFR-3作为靶位点, 设计并化学合

成针对VEGFR-3的siRNA小片段并构建相关的

表达载体, 通过裸鼠的移植瘤模型进行实验来

研究siRNA VEGFR-3能否利用RNA干扰技术

特异、有效地抑制结肠癌细胞株LoVo细胞中

VEGFR-3的表达和癌细胞的生长能力. 
我们待肿瘤形成后, 选择每3 d肿瘤内多点

注射混有转染剂LipofectamineTM 2000的载体和

单纯转染剂的混合液, 观察肿瘤生长情况. 和空

白对照组和阴性对照组相比, siRNA组肿瘤生长

明显受到抑制, 而阴性对照组和空白对照组相比

没有差异. 待6 mo后, 处死动物后, 对移植瘤进行

VEGFR-3 mRNA和蛋白表达分析表明, siRNA组

VEGFR-3表达明显受到抑制. 而移植瘤免疫组化

和HE染色分析发现, siRNA组的肿瘤细胞出现细

胞凋亡现象, 说明通过小干扰RNA技术抑制结肠

癌细胞VEGFR-3的表达, 可以有效抑制肿瘤的生

长. 而免疫组织化学分析也发现siRNA组的肿瘤

中淋巴管密度较其他两对照组有明显减少. 通过

本研究显示: 靶向VEGFR-3的小干扰RNA表达

载体可以抑制结肠癌细胞的生长, 减少肿瘤组织

中淋巴管的生成, 提示我们通过靶向VEGFR-3的
RNA干扰技术可以有效控制结肠癌肿瘤的生长, 
为结肠癌靶向治疗提供新的思路. 
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■同行评价
本 文 进 行 靶 向
V E G F R - 3 基 因
RNA干扰表达载
体的构建, 并应用
于裸鼠移植瘤模
型, 研究过程复杂,
总体设计合理, 方
法得当, 结论有一
定的科学性, 为肿
瘤基因治疗体内
研究提供新途径.


